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来者言命
抗生物質の作用機構の研究は最終的には微生物細胞における作用点を特定す
ることにあるのかもしれない。 これまでに発見された8000種類りにもおよぶ
抗生物質の作用機構研究を総合し、近接する作用点を重ね合わせて行くと、細
胞で進行する未知の連続反応をはじめ複雑な細胞機能の解明につながることが
期待される。 2)例えば、細菌に有効な st同 ptomycin、 chloramphenicol、
tetracyc 1 i ne、 puromyc in、 erythromycinなどの作用はタンパク合成の場であ
るリボゾームの構造と機能の研究に大いに役立っており、 3-6 )その詳細は徐々に
明かにされつつある。 つまり、抗生物質を用いて細胞機能の解析が進められ
ているのである。 しかし、真菌に対して特異的に有効な抗生物質はいまだ種
類少なく、従って、真菌特有の機能の研究は細菌のそれに比べて著しく遅れて
いる .18)
従来の真菌感染症は白癖菌などによる表在性のものがほとんどであり、命に
かかわるようなものはきわめて希であった。 U 他方、細菌感染症は結核をはじ
め重篤なものが多かった。 しかし、近年の病原性細菌に有効な抗生物質の研
究開発は目覚ましく、 ほとんどの細菌性疾患に対処できるようになってき
た.1目、 11) このように高度に発達した化学療法は、 しかし、皮肉にも、新たな
難題を生み出している。 すなわち、抗細菌性抗生物質の長期大量投与は耐性
菌の出現にとどまらず、時と して、真菌の出現を促し、 また、制ガン剤、ステ
ロイドホルモン、免疫抑制剤などの使用も真菌による日和見感染症を招く一因
??
になっている。 12-15) 現在では Candida属菌などによる深在性真菌症が増加し
ており、 16 )抗真菌性抗生物質の種類が少ないだけに、医療上の深刻な問題にな
っている。 7) 
以上のように、抗真菌性抗生物質の検索研究や作用機構研究は基礎分野、応
用分野を間わず重要な意味を持っている。 著者の属した微生物化学研究室で
はその面の研究を幅広く行っており、 ケニアの InternationalCentre of 
Insect Physiology and Ecology、 アメリカの ColumbiaUniversityおよび
University of California と共同して行ったアフリカの薬用植物に含まれる抗
生物質に関する研究もその一つである。 17-21) 東部および南部アフリカの一部
にのみ分布し、ー科ー属二種という分類学的にも珍しい原始的被子植物
Harburgia ugandensi sおよび H.stuhlmannii (Canallaceae) 21-23)から、抗
真菌性物質として化学構造的にきわめて類似した一連のドリマン型セスキテル
ペンジアルデヒドが単離された .19、25 ) 
著者はこれらのセスキテルペンジアルデヒドの中で最も簡単な構造を持ち、
最も強力な抗真菌作用を示す polygodia126)という物質の作用機構に つ いて研
究し、その一次作用点は細胞膜であることをつきとめた。 また、 polygodial
によって引き起こされる細胞膜障害は Ca2+ などの二価陽イオンによって著し
く抑制されることを認め、その抑制機構についても明らかにした。 さらに、
polygodial はきわめて薄い濃度において真菌細胞膜の透過性を変化させ、本来
は非透過性の物質でも細胞内に透過させ得ることを見いだした。 本論文はこ
れらの研究成果をまとめたものである。
?
?
polygodial の構造式は Fi g. 1に示した。 この物質は Warburgia属植物
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そのヰ幾キ蕎
から初めて単離されたのではなく、はるか以前に、ヤナギタデ Polygonum
hydropiper(Po l ygOIlaceae)に含まれる辛味成分として発見されている。 27) 
しかし、 その生理活性については、その後著者が論文発表するまでは、何一つ
報告されていない。
著者は、ヤナギタデより polygodial を調製し、 まず、抗真菌作用とその機
構について検討を加えることにした。
??
?
Fig. 1. Structure of Polygodial. 
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l、抗菌スペクトラム
polygodial の抗菌活性を液体培地希釈法 (brothdilution method) 28)を用
いて調べた。 試験菌が細菌の場合は 3%乾燥ブイヨンおよび 0.1%Tween 
80から成る培地 (pH7.0) を用い、 その 1m 1当り約 1X107 colony forming 
units (CFU)相当量の種菌を接種後、 300Cで静置培養を行った。 また、試験
菌が糸状菌および酵母の場合は MT培地(2. 5 % m a 1 t e x t r a ct、 0.1% Tween 
80、 pH5.0) を用い、 250Cで静置培養を行った。 植菌量ついては、酵母の場
合は約 1X105 CFU/ml になるように、 また、糸状菌の場合は 2日間培養した培
養液を voltexmixerで充分撹持した後、試験培地の 1/100(v/v)量を添加し
た。 なお、 polygodial は N，N-dimethylformamide(DMF) に溶解し、培地に添
加した。 すなわち、滅菌済みの培地 2m 1を含む試験管内に DMFの終濃度が
1 %になるように 20μl の polygodial 溶液を無菌的に加えた。 生育の有無
については、細菌および酵母の場合は 24時間培養の後に、 また、糸状菌の場
合は 48時間培養の後に肉眼で判定し、 polygodial の最小生育抑制濃度
(MIC; minimum inhibitory concentration) を求めた。
結果は Table1に示した。 polygodial の MICは酵母に対しは O.78 "-' 
6.25μg/rnl という非常に小さな値、 また、糸状菌に対しては 6.25""-'25μg/ml 
という比較的小さな値であった。 しかし、 グラム陽性細菌およびグラム陰性
??
← 
Tab1e l. An"timicrobia1 Activity of Po1ygodia1 
Microorganisms tested MIC (μg/m1 ) 
Staphylococcus aureus NCTC 8530 )100 
Bacillus subtilis K-49 )100 
Micrococcus ，luteus IFO 3333 )100 
Escherichia coli IFO 3545 )100. 
Proteus vulgaris IAM 12003 )100 
Pseudomonas aeruginosa IAM 1007 )100 
Sacchar、omyces cerevisiae IFO 0203 0.78 
Schizosaccharomyces pombe IFO 0342 6.25 
• 
、
Hansenula anomala IFO 0136 
Candida utilis ATCC 42402 
Mucor mucedo IFO 7684 
Rhizopus chiηensis IFO 4745 
Aspergillus niger ATCC 6275 
Penicillium crustosum Thom 
l. 56 
l. 56 
6. 25 
12. 5 
25 
25 
ぺ
??
細菌に対しては 100μg/mlの濃度で効力を示さなかった。 すなわち、
polygodial は真菌とくに酵母に対してその生育を著しく抑制する、いわゆる、
抗真菌活性を有する物質であることが確認された。
なお、 これ以後の実験には、上の抗菌スペクトラム試験において最も高い感
受性を示した 5.cerev i s i ae IFO 0203 を主に用いることにした。
2、殺菌的作用
polygidial の 5.cerevi s i aeにおける抗真菌作用について詳しく検討する
ことにした。 まず、生育量および生菌数におよぼす polygodial の影響を、
それぞれ、濁度法およびパイアブルカウント法を用いて経時的に調べた .29)
5.cerev i Si ae一白金耳を MT培地 5m 1に接種し、 250Cで 12時間振還して調整
した種培養を MT培地 100ml を含む 500ml容坂口フラスコに 1X 105 
CFU/ml になるように加え、 250Cで振塗培養を開始した。 3時間後、終濃度
O. 20、 O.78および 3.13μg/ml になるように polygodial を添加し、 さらに培
養を継続した。 生育量および生菌数測定のため、培養液の一部 5m 1を種菌接
種直後から 3時間おきに 24時間自までサンプリングした。 生育量は目立分
光光度計 Model 100-10を用いて 660nm における吸光度により測定した。
生菌数は培養液を 0.9% NaCl で希釈した後、その 100μl を YEP寒天平板培
地 (2% glucose、 2% po 1 ypeptone、 1% yeast extract、 1.5 % agar， 
pH 6.0)上に拡げ、 250Cで 48時間インキュベイトした後、出現したコロニー
一 7-
polygodial の MICにおよぼす槌菌量の影響について調べた。 種菌は MT
数を計測して生菌数を求めた。
• 
F i g. 2に示したように、 0.78μg/ml(MICに相当〉の polygodial を添加す
ると、添加 3時間後には生菌数が 1/100 まで低下し、少なくともその後の 18
時間は増殖が認められなかった。 また、 3.13μg/ml の polygodial はさらに
強力な作用を示し、添加して 3時間後には生菌数を 1/1000 まで低下させた。
さらに、 6時間後には生菌数が全く認められなくなった。 このように、 MIC
以上 の polygodial は強力な殺菌作用を示すことが明らかになった。 なお、
このような濃度の polygodial存在下においても、培養液の濁度は変化しない
• 
ことから、 この殺菌作用には溶菌が伴われないことが推察された。 また、
0.20μg/ml (MICの 1/4相当〉の polygodial を添加した場合、生菌数の低下
は認 められなかったが、添加後 3時間は増殖が阻害された。 しかし、その後
polygodial無添加の対照の場合とほぼ同じ速度で増殖し、定常期の菌体濃度も
同じになった。 このように、 MICより低い濃度の polygodial は一過性の静
菌的な作用を有していることがわかった。
3、有効濃度と植菌量の関係
培地 100ml を含む 500ml容坂口フラスコに S.cerev i Si aeを一白金耳接種
し、 25'Cで 24時間振塗培養を行って調整した。 この培養液を遠心分離し得
られた菌体を新鮮な MT培地に 1x 105、 1 >く 106、 1 x 107 および 1X 108 
? ?
• 
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いが、植菌量の増加に伴い MIC も増加することーが明らかになった。 なお、 こ
CFU/ml になるよう再懸濁し、その 2m 1を滅菌済み試験管に無菌的に分注した
後、 polygodialを添加し、 250Cで振塗培養を行った。
を 660nmにおける吸光度で判定し、 MIC を求めた。
Table 2に示したように、植菌量と MIC との聞には正比例の関係、は成立しな
24時間後に生育の有無
の結果を元にして今後の実験における polygodial の添加量を決めることにし
た。
-・
???
? ?
?
‘ 
Table 2. Effects of Inoculum Size on Antifungal 
Activity of Polygodial against S. cereVlSlae 
Inoculum size 
Ccells/ml) 
???? ?????
?
?
』?
?
?
??
?
?
?
??? ??
1.0 X 105 
1.0 X 106 
1.0 X 107 
1. 0 X 108 
o. 78 
3. 13 
12. 5 
25 
-11 -
e xtr act、 pH6. 0) に 1X106 CFU/ml になるように加えた。 この菌体懸濁液
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1、生体高分子生合成機能におよぼす影響
これまでに明らかにされた抗生物質の作用機構を大別すると、 ONA合成阻害、
RNA合成阻害、 タンパク合成阻害、細胞壁合成阻害、脂質合成阻害、呼吸阻害、
細胞膜障害、補酵素合成阻害、有糸分裂阻害、以上の 9種類におよぶ。 3白) そ
こで、本節では抗生物質の作用機構研究の常道に従って、 polygodial が生体高
分子生合成阻害、呼吸阻害、細胞膜障害等の作用を有するかどうかについて検
討していくことにした。
まず、 s.c erev i Si a e細胞における ONA、 RNA、 タンパク、多糖および脂質の
生合成におよぼす polygodial の影響を調べた。 酵母を GYE培地31) (2% 
glucose、 1% yeast extract、 pH6. 0)において 250Cで 15時間振漫培養し、
遠心分離して集菌した後、希釈 GYE培地 (0.8% glucose、 0.4%yeast 
に14C-adenine(45.0 mCi/mmol 、 8-14C)、 14C-uracil (53.8 mCi/mmol、
2_14 C)、 L-14C-leucine(346.0 mCi/mmol、 U_14C)、 0-14C -mannose 
(49，3 mCi/mmol、 1_14C) および sodium14C-acetate (2.3 mCi/mmol、
ト14 C )を、それぞれ、 o.013、 O.0024、 O.012、 0.02および 0.02μCi/ml の
終濃度になるように添加した。 また、 14C-glucose (3.5 mCi/mmol 、
?
??
??
圃.圃圃圃
下げた培地を用い、 32)終濃度として O.02μCi/ml を添加した。 250Cで 10分
U_14C) の場合は、希釈 GYE培地の非放射性 glucose濃度をさらに 0.2%に
問インキュペイトした後、 polygodial を加え、 10分間隔で菌体懸濁液より
1 m 1ずつサンプリングし、氷冷下の 1m 1で 10%Cw/v) trichloroacetic 
acid (TCA) と混合した。3) なお、 14C-adenineの DNAへの取り込みについ
ては、 TCA処理に先立って、菌体懸濁液を O.1 N NaOH中に 300Cで 30分間保
ち、 アルカリ分解を受けない耐性画分を調整し、 これを DNA画分と見なした。
34) TCA処理後の酸不溶画分を Whatmanglass microfiber filter GF/Cに上
に集め、 5 m 1の 5% (W/V) TCAで洗浄した。 この鴻紙を 600Cで一晩通風乾
燥した後、 10ml シンチレーション用トルエン溶液 CO.5%2.5-dipheny卜
oxazolおよび 0.03%1.4-bis 2-(5-phenyloxazolyl)-benzene)を含むパイヤ
ル容器に移し、液体シンチレーションカウンター PackardTri-Carb 460で放
射活性を測定した。 このようにした種々 14C -前駆体の酸不溶画分への取り込
み量をもって、各生体高分子の生合成活性とした。
F i g. 3に示したように、 polygodial無添加の対照の細胞では放射性前駆体
の酸不溶画分への取込はインキュベイションと同時に始まり、 その後、 60分間
はほぼ直線的に増加した。 polygodial の添加はいずれの高分子生合成をも阻
害することがわっかた。 しかし、 この実験の菌体濃度 C1.0X106 CFU/ml)に
おける polygodialの門1Cは 3.13μg/mlであり、その濃度ではいずれの悶害
も完全ではなく、 80%"-'90%であった。 また、種々の polygodial濃度にお
ける阻害の程度についても、各生体高分子生合成聞に有意な差は認められなか
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ュベイトし、経時的にその一部をサンプリングした。 これを遠心分離して得
った。 このような結果をまねく原因としては、 いずれの生体高分子の生合成
にも必要な ATPや NADHなどがエネルギ一代謝系の阻害によって不足する場合、
35、36)前駆体の細胞内への取り込みや細胞内での生合成系への移動が膜機能障
害などによって二次的に阻害される場合などが考えられる .36~4日} いずれにせ
よ、 polygodial は DNA、 RNA、 タンパク、多糖、脂質のいずれかの生合成過程
を特異的に阻害するものではないことが明らかになった。
2、呼吸機能におよぼす影響
細胞レベル Cwholecell)の呼吸活性におよぼす polygodial の影響につい
て調べた。 一般に、呼吸阻害剤の作用は、細胞内に存在する内部基質に依存
する endogenousな呼吸と細胞外に添加された外部基質に依存した exogenous
な呼吸とを区別して、 それぞれにおよぼす影響について別々に調べられており、
39，40)本研究もそれに従った。 endogenousな呼吸におよぼす影響は次のよう
にして調べた。 S. cerev i Si aeを門培地 C2.5%malt extract、pH6.0)に
て25.Cで18時間振塗培養し、得られた菌体を 0.9%NaClで 2回遠心洗浄した
後、 1 % g 1ucoseを含む pH6.0の 50mM リン酸緩衝液 CP-buffer)に懸濁
した。 25.Cで 1時間インキュベイトした後、遠心集菌し、 P-bufferで l回遠
心洗浄した。得られた菌体を同緩衝液中に lX107 CFU/ml となるように懸濁し
た。 この菌体懸濁液中に polygodial を添加し、振塗しながら 25"cでインキ
????
?
られた菌体を P-buffer3 ml を含む YanagimotoPO-100A酸素電極の反応槽に
添加し、酸素消費速度を 250Cで測定した。 41 ) 一方、 exogenousな呼吸活性は
飢餓細胞 (starvedcel1)を用いて調べた。 その調整は上記同様に酵母を培
養し、 glucoseを含まない P-bufferに懸濁した菌体を 250Cで 18時間インキ
ュペイトして行なった。 酸素消費速度は上記同様ポーラログラフィ一法で測
定したが、反応は50mM glucose存在下で行なった。
F i g. 4から明らかなように、対照細胞 (po1ygodia1無添加〉における
endogenousな呼吸活性は細胞外部から呼吸基質が供給されないので、 インキュ
ベイション時間の経過とともにやや低下した。 この実験の菌体濃度
(lX 107 CFU/m1)における MICに相当する 12.5μg/m1 の po1ygodial は呼
吸阻害作用を示したが、 その作用は弱く、 60分後の呼吸活性は対照細胞のそれ
のほぼ 75%であった。 興味深いことに、 3.13および O.78μg/ml の
po1ygodia1 は呼吸活性をむしろ促進する傾向を示し、脱共役作用を有すること
が示唆された。 しかし、 この作用は MIC以下の濃度で生じていること、 また、
S. cerev i Si aeが通性嫌気生酵母であり、呼吸に依存しなくても生育が可能で
あることを考慮すると、抗真菌作用の主たる原因ではないように思われる。
他方 exogenousな呼吸の場合、対照の starvedce11 における活性はインキュ
ペイション時間の経過にかかわりなく、持続的であった。 なお、 starved
c e 1 における endogenousな呼吸活性はきわめて低かったので、 これを無視し、
glucose存在下での呼吸をすべて exogenousな呼吸とみなした。 po1ygodia1
はこの exogenousな呼吸を阻害し、その程度は endogenousな呼吸阻害に比べ
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て著しく、 MICの 12.5μg/mlは、 30分後に呼吸の完全な停止をまねいた。
endogenousな呼吸よりも exogenousな呼吸を強く阻害する原因としては、
glucoseの細胞内への透過の阻害、 38)解糖系の阻害、解糖系によって生じた呼
吸基質のミトコンドリア内への透過の阻害などが考えられる。 いずれにせよ、
polygodial の一義的な作用はミトコンドリアにおける呼吸活性に対する阻害で
はなく、二次的な作用によって exogenousな呼吸が阻害されたように思われた。
3、細胞膜障壁機能におよぼす影響
次に、細胞膜障壁機能におよぼす polygodial の影響を細胞質成分の細胞外
への漏出を指標にして検討した。 5.ce rev i s i aeを H培地にて 250Cで 48
時間通気撹持培養した後、遠心分離による集菌を行ない、 0.9% NaClで 2回洗
浄した後、 pH6.0の 50mt・1コハク酸ーコハク酸ナトリウム緩衝液 CS-buffer)
に 1X 108 CFU/ml になるよう懸濁した。 この菌体懸濁液に polygodial を添
加した後、振塗しながら 250Cでインキュベイションを行ない、 その 5m 1を経
時的にサンプリングし、遠心分離を行った。 沈澱した菌体は減圧下 600Cでー
晩乾燥した後、その重量を測定した。 一方、上清については、 260nmにおけ
る吸光度、 フェノール硫酸反応および Fo1 i n反応の測定試料として用いた。
フェノール硫酸反応 42、43 )は遠心上清 1m 1に 5%フェノール 1m 1を加え、 こ
れに濃硫酸 5m 1を勢いよく注ぎ込み、 250Cの水浴中で 20分間保ち、 480nm 
における吸光度を測定した。 また、 F01 i n反応は Lowry らの方法44 )に従い、
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遠心上清 1m 1にアルカリ性銅試薬 (0.4 % NaOH、 2.0 % Na2 C03、 0.02% ロッ
シェル塩、 0.01%CUS04・5H20) 5 mlを加え、 250Cで10分間インキュペイトし、
この反応液に Folin-Ciocalteuのフェノール試薬(和光製)の 2倍希釈液
O. 5 m 1を添加し、 250Cで 30分間インキュベイトした後、 750nmにおける吸
光度を測定した。
結果は Fi g. 5に示した。 12. 5μg/ml の polygodial を菌体懸濁液に添加
すると、その濃度が MICの 1/2であるにもかかわらず、菌体重量の減少が認
められた。 polygodial添加後 2時間で対照細胞の重量の 75%まで減少し、
また、菌体重量の減少に平行して、 フェノール硫酸反応陽性物質(糖質〉、
F 01i n試薬陽性物質(ペプチド、 タンパク〉および 260nm吸収物質(核酸性
物質 など〉といった細胞内成分が細胞外に漏出することが認められた。 これ
らの結果から polygodial が細胞膜の透過障壁に顕著な影響を与えていること
が明らかになった。 このように細胞内成分の細胞外への漏出を誘導する物質
としては amphoterisinBをはじめとするポリエン系抗生物質、 miconazoleを
はじめとするイミダゾール系抗生物質、 polymixinBをはじめとするペプチド
系抗生物質等が知られており、それらの第一次作用は細胞膜障害であると説明
されている。 45) これら細胞膜障害性抗生物質で感受性菌を処理すると、電子
顕微鏡下において細胞膜の崩壊像が観察されることが報告されている。 46~5 日)
圃圃圃圃圃圃
そこで、 polygodial の細胞膜への影響を電子顕微鏡を用いて観察することにし
た。 Fi g. 5の実験の方法に準じて調整した S.cerevi Si aeの懸濁液
(lX 108 CFU/ml) に 50μg/ml の polygodial(MICの 2倍の濃度に相当〉を
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添加し、 25"cでインキュベイションを行なった。 polygodial添加直前、添加
3分後および 10分後に細胞懸濁液の一部をサンプリングし、遠心分離で集菌
した後、 0.9% NaCl で 1回洗浄し、 1 % KMn04 に再懸濁し、 4 .Cでインキュ
ペイションを行い、細胞を固定した。 遠心分離で固定液を除去し、得られた
細胞を蒸留水で 2回洗浄した後、 1%酢酸ウランに再懸濁し、 4 .Cでブロック
染色を行った。 1時間後、遠心分離を行い、その細胞をエタノールを用いて
段階的に脱水した後、常法に従って、エポキシ樹脂 (Epon913、 A:B=3:7)に包
埋した .51) 樹脂を硬化 (60.C、 48時間〉させた後、 Porter-BlumMT2B ウルト
ラミクロトームを用いて超薄切片を調製し、 クエン酸鉛にて染色後、 52)日立
H-300電子顕微鏡で観察した。
F i g. 6に示したように、 polygodial 無処理の酵母細胞においては、細胞膜
( PM) をはじめ細胞壁(CW)、核 (N)、液胞(V)、 ミトコンドリア(M) およ
びそのクリステなどが鮮明に認められた。 一方、 50μg/ml の polygodialで
3分間処理された細胞においては液胞は認められず、核は変形し、 ミトコンド
リアのクリステは不鮮明になり、細胞膜は大きく内部に入り込んでいるのが観
察された。 さらに、 10分間の処理では細胞膜の障害の程度は一層顕著になる
ことが明らかになった。 すなわち、細胞膜は広範囲にわたり破壊され、生じ
た膜断片は小胞に変化していることが認められた。
このように、 polygodial の作用は細胞膜だけでなく、他の膜構造体にもおよ
ぶが、細胞外作用因子の影響は最も外側の膜にいち早くおよぶはずであり、 45 ) 
さらに、生体高分子生合成や呼吸活性におよぼす polygodial の影響をも考慮
すると、 polygodial の抗真菌作用の主因は細胞膜障害であるように思われる。
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急事 3 宣行 ヌ長田周包 H莫 F章 筈芸 と H莫月旨霊童tαコ巳司壬系 、
1、脂質添加による抗菌力の軽減
細胞膜障害性抗生物質のいくつかは種々の膜脂質成分を培地中に添加するこ
とによってその抗菌活性が弱められることが知られている .53‘57 ) そこで、
polygodial の抗真菌活性におよぽす膜脂質の添加の影響について検討した。
すなわち、酵母細胞における主な膜脂質成分 58 )である phosphatidylcholine 
( PC)、 phosphatidyl ethanolarnine (PE)、 phosphatidyl inositol (PI)、
phosphatidyl L-serine (PS)、 ergosterol および酵母細胞より抽出した脂質
の培地への添加効果をペーパーディスク法 59、6日)によって調べた。 酵母細胞
よりの脂質の抽出は Bligh-Dyer法の改変法 6t、62)に従って行なった。 すな
わち、湿重 1gの 5.cerevi s i aeの菌体を蒸留水 4rn 1に懸濁し、 1000Cに 10
分間保った後、 1/10容の直径 O.1 rn のグラスビーズを加え、氷冷しながら
10分間のソニケーションを行った。 それにメタノール 10rnl およびクロロ
ホルム 5rn 1を加え、 ときどき振り混ぜながら室温で数時間抽出し、遠心分離後、
上清を回収した。 沈澱に蒸留水 4rn 1、 メタノール 10rnl およびクロロホルム
5 rn 1を加え、再抽出を行い、 この上清を前記の上清と合わせ、 これにクロロホ
ルム 10rnl および 0.9% NaCl 10 rnl を加え、充分撹持した。 その下層を回
収し、遠心分離によって水層を完全に除去し、ベンゼンを少量加えて 40"c以下
で溶媒を除去し、脂質を得た。 各脂質は DMF溶液として試験培地に添加した。
?
〈?
?
??
10μg/ml の脂質と接種された酵母細胞を含む MT寒天平板培地 (2.5% malt 
extract、 0.1%Tween 80、1.0% DMF、1.5 % agar、 pH5. 0)上に 6.25およ
び 25μgの polygodial を含む直径 8mmのペーパーディスクをのせ、 250Cで
インキュベイトした。 24時間後、生じた polygodial による生育阻止円の直
径を測定した。
Table 3に示したように、 PC、 PSおよび酵母細胞より抽出した脂質の存在下
において polygodial による生育阻止円の直径が小さくなり、 これら脂質が
polygodial の抗菌活性を軽減させる効果を持つことが明らかになった。 しか
し、他の脂質には有意な効果は認められなかった。
miconazoleなどのイミダゾール系抗真菌剤は細胞膜に存在するリン脂質を、
63，64)また、 amphotericinBなどのポリエン系抗生物質はステロール類を 65、
66)ターゲット分子にして、抗真菌活性を発揮することが知られており、抗菌試
験培地中にリン脂質あるいはステロール類を添加すると、 これらの抗真菌剤の
活性が低下することが報告されている。口、 54、67-69) これらの事実は
polygodial が酵母細胞より抽出した脂質に含まれる成分、例えば PCや PS を
ターゲット分子にして、 その強力な作用を発現していることを示唆している。
2、脂質成分におよぼす影響
グラム陽性細菌の細胞膜に作用する抗生物質の一つ polymixinは細胞内の
phosphol ipaseを活性化することによりその効力を発揮することが知られてい
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Table 3. Effects of Mernbrane Lipids on Antifungal Activity 
of Po]ygodial against S. cereV1Slae 
Diameter of inhibitory zone (mm) 
Lipids" } Polygodial (μg/disc) 
6. 25 25 
Phosphatidyl choline 
Phosphatidyl ethanolamine 
Phosphatidyl inositol 
Phosphatidyl L-serine 
Ergosterol 
Extracted yeast lipjds 
24. 5 
18. 5 
22. 9 
26. 7 
17. 6 
28. 7 
24. 5 
29. 6 
31. 2 
25. 3 
27.6 
22. 9 
None 
23. 8 
16. 2 
• 
o } 10μg/ml. 
???
?
?
る.7目、 71) また、 5.cerevi Si aeにおいてトルエン処理により細胞膜が破壊さ
れる場合、 phospholipase Bが活性化され細胞膜の脂質組成が大きく変化する
ことが報告されている。 72) さらに、 アリルアミン系抗真菌剤 7、8)や sub-MIC
におけるイミダゾール系抗真菌剤は細胞膜の安定性に寄与するステロールの生
合成の阻害を通して、細胞膜の透過障壁機能を低下させることもよく知られて
いる .73、74) そこで、 polygodial で処理した酵母細胞における脂質組成と無
処理細胞のそれとを比較検討することにした。
F i g. 5の実験の方法に準じて培養した酵母細胞に polygodial 処理を行い、
前述した Bligh-Dyer法の改変法 (p23) にしたがって脂質抽出を行った。
それに含まれる各成分の定量は下記の通りに行い、得られた結果は
polygodial 処理前の細胞の乾燥重量当りに換算して示した。
総脂質量の測定(重量法 75) ) 
抽出した脂質を減圧下で 30分以上乾燥し、溶媒を完全に除去した後、重量
を測定した。
ステロール量の測定(塩化第二鉄法 76 ) ) 
.圃園田園圃
脂質試料 (0.1'""0.3mg のステロールを含む〉を共栓付き試験管に移し取
り、氷酢酸 8m 1に溶解後、冷却した塩化第二鉄溶液(2. 5 g の FeCh・6H20
を 85%リン酸 100ml に溶かし、 その 4m 1に濃硫酸 50ml を加えたもの〉
4 m 1を加えてよく混合し、氷冷下で 10分間保った後、 550nmにおける吸
光度を測定した。 ergosterol を標準物質に用い、ステロール量を求めた。
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ンをすべて無機リンに換えた。 冷却後、蒸留水 4.2 m 1、 5%モリブデン酸
リン脂質量の測定 (Bertlett法 77) ) 
脂質試料(無機リンにして0.3'"'-'5.0μg/mlを含む〉を 18X180mmの試験
管に移し取り、 72%HCI04 を 0.4ml加え、 4分間加熱し、 リン脂質中のリ
アンモニウム O.2 m 1、 アミドール試薬(アミドール O.1 g、 Na2S2 05 2.0 g 
を水 10ml に溶かしたもの)0.2 ml を加え、 1000Cに7分間保った。 15分
間冷却した後、 830nmにおける吸光度を測定し、無機リンの量を求め、 この
量でリン脂質の相対量を表した。
遊離脂肪酸量の測定(パソクプロイン法 78)) 
脂質試料 (0.1"'-'0.5mgの遊離脂肪酸を含む)を共栓付き遠心管に取り、
8 m 1クロロホルムに溶かし、 30mM リン酸緩衝液 (pH6.8) を1.2 m 1加え
て撹持した後、遠心分離を行い、下層 5m 1に銅試薬 (6.45%Ca(N03)2 9 
ml、 1 Mトリエタノールアミン 9ml、 1 M酢酸 1m 1を混合したもの) 2 m 1 
を添加し、充分撹持した後、遠心分離を行い、下層 3m 1に発色液 (20mgパ
ソクプロインをクロロホルム 19ml に溶かし、 40mgのヒドロ今ノンを含む
エタノール 1m 1を加えたもの) 1 m 1を加え、 480nmにおける吸光度を測定
した。 パルミチン酸を標準物質として遊離脂肪酸の量を求めた。
Table 4に示したように、 10μg/ml の polygodial を添加して 2時間酵母細
胞をインキュベイトすると、無添加のものと比べてステロール含量はわずかに
上昇したが、総脂質、 リン脂質および遊離脂肪酸含量にはほとんど変化は認め
られなかった。 これらの結果のうち、特にリン脂質含量の低下や遊離脂肪酸
????
掴園園田園
Table 4. Lipid Composition in S. • • cereV1Slae 
Cells Incubated with Polygodial 
Lipids 
Total lipid 
(mg/g dry cells) 
Sterol 
(mg/g dry cells) 
Phospholipid 
(mg phosphorus/g dry cells) 
Free fatty acid 
(mg/g dry cells) 
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Polygodial (μg/ml) 
。 10 
47.3 48. 2 
9. 89 10. 94 
O. 846 O. 842 
4. 68 4. 77 
mgを共栓付き遠心管に取り、 O.3 m 1のクロロホルムに溶解した。 これに、
含量の上昇が見られなかったことは、 polygodial による膜崩壊には
phosphlipaseの活性化が伴っていないことを示唆しているように思われた。
また、ステロール含量の低下も認められなかったことから、 polygodial はステ
ロール代謝に影響を与えて細胞膜の透過障壁機能を低下させたのではないこと
も併せて推察された。 しかし、 Table4の結果は脂質の各成分の量的な変化
を示したもので、 もっと詳細に質的変化について検討する必要があると思われ
?
amphoter、icin8 をはじめとするポリエン系抗真菌剤は細胞膜に入り込み、そ
の流動性に影響を与え、透過障壁機能を低下させることが知られている。 28、
65) また、最近i 抗真菌性物質 chrysodinは細胞膜の流動性の維持や調整に
不可欠な不多価飽和脂肪酸の生合成阻害を通して、細胞膜障害を引き起こすこ
とが報告されている .79) このように膜の流動性は透過障壁機能に密接に関与
している。
そこで次に、膜リン脂質中の脂肪酸組成におよぼす polygodial の影響につ
いて調べた。 すなわち、 Tab!e4と同様に実験を行い、得られた脂質 100
アセトン 5m! と 10% ト19C12・7H20メタノール溶液 5m 1を加えて混和した後、
1時間氷冷した。 全液を遠心分離にかけ、得られた沈澱(複合脂質画分〉を
冷アセトン 2m! で 2回洗浄し、減圧下で乾燥させた。 8日} 得られた複合脂質画
分の一部をフェノール硫酸反応に供したところ、糖はほとんど検出されなかっ
たことから、 この画分をもってリン脂質画分みなし、脂肪酸分析の試料として
29 
用いた。 この試料 1mg を5m 1容ネジ口試験管にとり、ベンゼン O.5 m 1に
溶かした後、 0.5N Na-methoxideのメタノール溶液 1m 1を加え、 600Cで 20
分間インキュベイトした。冷却後、酢酸 40μ! と水 1m 1を加え、ヘキサン 2
m 1で 2回抽出し、回収したヘキサン層を水で 1回洗浄した後、窒素気流下で乾
燥させた。 これをヘキサン 50μl に溶解し、 ガスクロマトグラフィー(分析
条件:カラム; S i 1 a r 10C、 1 0 % U n i p 0 r t H P 10 /120、 。3mm X 2 m、 カラム温
度: 160 oc→2400C、 40C/minで昇温、 インジェクト温度: 270 oC、 ガス流量;
40 ml N2/min)で分析を行った .81)
Table 5に示したように、 polygodial の存在の有無にかかわらず、 インキュ
ベイトされた酵母細胞の脂肪酸組成にはほとんど変化しなかった。 従って、
polygodial による細胞膜障害は膜脂質成分の変化を通じて発現しているのでは
ないと考えられた。
3、既知真菌細胞膜障害剤との比較
これまでに得られている細胞膜障害性抗生物質のいくつかは感受性菌の脂質
より調製した人工膜にも作用し、その透過性を変化させることが知られている。
そこで、 s.cerev i s i a eから抽出した脂質より調製したリポソームに対する
polygodial と amphotericinBの作用を比較することにした。 リポソームの
調製およびその内部より遊離してくるマーカーの glucoseの定量は Kinsky ら
の方法 82)に準じて行った。 すなわち、 Bligh-Dyer法の改良法(p 23) を用
-30 -
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Table 5. Fatty Acid Composition in S. cerev~s~ae 
cells Incubated with Polygodial 
Polygodial (μg/ml) 
Fatty acids 。 10 
12:0') O. 5 
O. 5 
10.4 
50. 5 
4. 6 
32. 6 
T 
O. 1 
O. 5 b ) 
14:0 
16:0 
16:1 
18:0 
18:1 
18:2 
18:3 
O. 9 
11. 0 
49. 2 
4. 9 
32. 5 
?
Other O. 8 
O. 1 
O. 8 
a ) 
Number of C-atoms : number of double bonds. 
b ) 
% of total fatty acid in phospholipids， w/w. 
Trace amounts (less than 0.1 %). c ) 
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いて酵母細胞より抽出した脂質 30mgを適量のクロロホルムに溶かし、徐々に
溶媒を除去しながら、 10 ml 容ナスフラスコの内壁にロータリーエパポレータ
ーを用いて均一な脂質の膜を形成させた後、 デシケーターを用いて溶媒を完全
に除去した。 このナスフラスコに 0.3M glucoseを2m 1加え、数分間撹枠
した後、 83、84 )窒素気流下において 10分間ソニケイションを行い、 85)リポソー
ムを調製した。 これを直径 10mmの透析チューブに移し、 72.5mM NaCl お
よび 72.5mMKCl を含む水溶液 150ml に対し 2時間透析を行い、 リポソーム
内に取り込まれなかった glucoseを除去した。 透析チューブ内部のリポソー
ム懸濁液 100μl を O.lNNaCI を含む 50mM S-buffer (pH 6.0) 100μl で
希釈し、 polygodial あるいは amphotericinBをそれぞれ 10μg/ml になるよ
うに添加した。 このリポソーム懸濁液を 25.Cでインキュベイトし、経時的に
その一部 (10'"'-'50μ1)を glucose測定用反応液 (0.5U/ml glucose-6-
phosphate dehydrogenase、 1U/ml hexokinase、 2mM ATP、 1I M N AD p+、
3.5mMMgC12、 0.15mM CaCl2、 64mM NaCI、 100mM Tris-HCI (pH 7.5)) 
1 m 1に添加し、 0.15M NaCI で 2m 1にした。 この反応液を 37.Cで 10分間
インキュペイトした後、 340nmにおける吸光度を測定し、 リポソーム内部から
遊離してきた glucose量を求めた。 86 ) なお、単位リポソーム量当りに含まれ
る glucose量はリポソーム懸濁液に等量の 10%Triton X-100 を加え、 100.C 
で 5分間加熱し、 リポソームを破壊した後、上記の方法で定量した。 87)
F i g. 7に示したように、比較に用いたamphotericinBはリポソームからの
glucoseの遊離を著しく誘起したが、 polygodial にはそのような作用は認めら
-32 
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れなかった。従って、 polygodial は amphotericinB とは明らかに違う作用機
構によって細胞膜を破壊していることが明らかにされた。 さらに、
polygodial は界面活性斉'1や有機溶媒などのように膜脂質に直接作用じて膜構造
を破壊しているのではなく、その活性の発現には少なくとも脂質以外にも、例
えばタンパク質のような生体成分が必要であることも示唆された。
次に、酵母 Candidaalbican sに対する miconazoleの抗真菌作用および細
胞膜陣害作用は、ト192+および Ca2+ によって著しく抑制されることが報告され
ている .39) そこで、 s.cerev i Si aeにおいてこれら二価陽イオンが
polygodial、 amphotericinBおよび miconazoleによる細胞膜障害にどの様な
影響を与えるのかについて調べることにした。 なお、 その方法は Fi g. 5の
実験に準じたが、培養中に細胞表層に付着した Mg2+ や Ca2+を除くために、
酵母細胞を 0.9%NaCl で 2回洗浄した後、 10 mM EDTA (pH 7.5) に懸濁し、
室温で 10分間放置した後、 S-bufferで 1回洗浄し、実験に用いた。
Table 6に示したように、酵母細胞を 10μg/ml の polygodial、 10μg/ml
の amphotericinBあるいは 100μg/ml の miconazole と共に 2時間インキユ
ぺイトすると細胞質成分の漏出が認められ、中でも polygodial による漏出が
最も顕著であった。 単独の 10mM Ca2+あるいは Mg2+ は漏出に全く影響を
与えなかったが、 miconazoleによって誘導される漏出に対しては、
c.a lbican sの場合に報告されているように、顕著な抑制効果を示した。 し
かし、 これら二価陽イオンは amphotericinBによる漏出に対してはあまり強
い抑制効果を示さないことが明らかになった。 非常に興味深いことに、
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Tab1e 6. Effects of Po1ygodia1， Amphotericin B， Miconazo1e， Mg2+ 
and Ca2+ on Leakage of Cel1ular Constituents from 
s. cerevisiae Ce11s 
Addition 
Pheno1-su1furic acid-
positive substances 
(0. D. at 480 nm) 
UV-absorbing 
materia1s 
(0. D. at 260 nm) 
10μg/m1 Po1ygodia1 
10μg/m1 Amphotericin B 
o. 032 
o. 984 
o. 707 
0.818 
o. 028 
o. 032 
o. 394 
o. 283 
o. 327 
O. 029 
None 
100μg/m1 Miconazo1e 
10 mM MgC12 
10 mM CaC12 
Po1ygodial + MgC12 
Po1ygodia1 + CaC12 
Amphotericin B + MgC12 
Amphotericin B + CaC12 
Miconazo1e + MgC12 
O. 024 
1.045 
O. 063 
O. 378 
O. 022 
0.401 
Miconazo1e + CaC12 
0.366 
O. 130 
O. 080 
O. 025 
O. 151 
O. 146 
O. 049 
O. 032 
?????
.圃・
polygodial による漏出に対しては Mg2+ は他の 2つの薬剤の場合とは異なり全
く抑制効果を示さなかったが、 Ca2+ は著しい抑制効果を示すことが明らかにな
った。 これらの事実は polygodial、 amphotericin8および miconazoleの
作用機構の詳細がそれぞれ異なっていることを示唆している。
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polygodial はグラム陰性、 グラム陽性のいずれの細菌に対しても全く抗菌力
を示さないが、真菌に対して著しい効力を示すことが明らかになった。
polygodial を含むヤナギタデやその幼植物紅タデは古くから鮎の塩焼のタデ酢
や造りの薬味として使用されており、川魚や生魚に心配される真菌汚染を考慮
すると、そのような利用には、経験的ではあるが、科学的な意味が含まれてい
ることがわかり、興味深く思われた。
polygodial の抗真菌作用は静菌的ではなく、殺菌的であった。 深在性真菌
症の患者においては免疫力が減弱している場合が多く、病原菌の自己排除能力
が期待できないので、投薬により病原菌を根絶させる必要がある。 81 ) その点
を考えると、 polygodial は強力な殺菌作用を持っており、深在性真菌症の治療
薬として優れた特性を有しているといえるであろう。 医療への利用だけでは
なく、古くから食用にしていたことから、安全性の高い食品防腐剤や農薬とし
ての利用も今後期待できるように思われる。
polygodial の一次作用点は細胞膜であることがわかった。 その分子機構に
ついて既知の代表的な真菌細胞膜障害剤と比較したところ、 polygodial はそれ
とは明らかに異なっており、その詳細の解明は今後の検討課題として残された。
一 37-
気写 2 p 0 1 y g 0 d i a 1による酉孝壬手系田 H包庄莫
石皮持更と二二イ町民易イオンによる担果音蔓
前章において、 polygodial によって誘導される細胞質成分の細胞外への漏出
は Ca2+ によって著しく抑制されるという興味深い事実が見出された。
本章では、 このような Ca2+ の漏出抑制効果の機構について詳細に検討を加
えた。
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1、 Ca2+ の濃度効果
Table 6において示された Ca2+の漏出抑制効果の再現性の確認をかねて、
polygodial による細胞質成分の細胞外への漏出誘起におよぼす Mg2+ および
Ca 2 +の濃度の影響について調べた。 実験は Table6の実験の方法に準じて
行なった。
F i g. 8から明らかなように、ト1g2 +は 0.01""-'1.0mM の濃度範囲において
polygodial によって誘導される細胞質成分の漏出を抑制せず、むしろ、わずか
に促進する傾向を示し、 10mM においてはほとんど影響を与えないことがわか
った。 一方、 Ca2+は O.1 mM において 80児以上、 また、1.0 m円以上の濃
度においては漏出を完全に抑制することが確認された。 これ以降の実験にお
いて使用する Ca2+濃度は主に1.0 mM にすることにした。 なお、 Ca2+ と
polygodial との聞には直接の化学的な相互作用のないことは uvー スペクトルお
よび HPLC(カラム; ODS、直径 6.0 x 150 mm: 溶媒; 90児アセトニトリル〕を
用いて確認された。
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2、 Ca2+ 効果におよぼす EDTAの影響
Ca2+ の抑制効果をさらに詳しく検討するために、 Ca2+ などのキレート剤で
ある EDTAの影響について調べることにした。 Table 6の実験の方法に準じ
て s.ce rev i s i aeの洗浄菌体を調製したが、 EDTAのキレート能を高めるため
に中性以上の緩衝液を使う必要があり、菌体懸濁液の調製には pH6. 0の s-
bufferに代わり、 pH7. 5の 50mMホウ酸緩衝液 CB-buffer) を用いた。
結果は Fi g. 9に示した。 菌体懸濁液に 10μg/ml の polygodial を添加
し、 25"cで振塗しながらインキュベイトを開始すると細胞質成分の細胞外への
漏出が直ちに始まり、添加して 2時間の間は漏出量はほぼ直線的に増加した。
polygodial を添加して 30分後に 1mMの Ca2+ を添加すると、漏出は速やかに
停止し、その後ほとんど増加は認められなかった。 これまでの Tab!e6およ
ぴ Fi g. 8の実験は Ca2+ と polygodial と同時に菌体懸濁液に添加された場
合において、 polygodia! による細胞膜障害から Ca2+ は保護する効果を発揮す
ることを示すものであったが、 この Fi g. 9の実験結果は Ca2+ の保護効果は
polygodia! によってすでに崩壊が進行している細胞膜に対しても有効であり、
Ca 2 +は崩壊しつつある細胞膜をも保護する、あるいは修復する能力を持つこと
を示しているように思われた。 また、 Ca2 +によって漏出が抑制されている細
胞に 10mMの EDTA を与えると、再び漏出が始まり、 EDTAを添加して 1時間
後にはインキュベイトの始めから polygodia! だけを添加した細胞とほぼ同じ
量の漏出が認められた。 EDTAは単独では漏出を誘起せず、 また、
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polygodial と組合せても polygodial による漏出誘起に影響しないことから、
EDTAは Ca2+ と錯体を形成し、 Ca2 +による抑制効果を消失させたものと考え
られた。 これらの結果は Ca2+ の保護効果は可逆的であることを示しており、
さらに、 EDTAは細胞内に容易に透過し得ないことが知られている 88 )ことから
Ca 2 +は EDTAの作用のおよぶ範囲、すなわち、細胞表層に存在し、保護効果を
発揮しているものと推察された。
これまでの実験においては Ca2+ が polygodial とともに菌体懸濁液中に同
時に存在する場合に、漏出が抑制されるということを示してきた。 次に、
Ca
2 
+で前処理された後、緩衝液で洗浄された細胞に対して polygodial や
EDTAがどのうような影響をおよぼすのかについて調べることにした。 すなわ
ち、 Table6の実験の方法に準じて調製した 5.cerevi s i aeの洗浄細胞を
10 mM Ca2+ を含むかbufferに懸濁し、 250Cで振塗しながら 30分間インキュベ
イトした後、 ガラス繊維鴻紙 CWhatmanGF/C)上に集め、 B-bufferで 2回洗浄
した。 同緩衝液にその菌体を再懸濁し、 polygodial および EDTAをそれぞれ
終濃度 10μg/ml および 10mMになるように添加し、 250Cで振漫しながらイン
キュベイ卜した。 その一部を経時的にサンプリングし、細胞内成分の細胞外
への漏出量を測定した。
Fig. 10から明らかなように、 Ca2+ が緩衝液中に同時に存在しなくても、前
処理しただけで polygodial による漏出誘起はある程度抑制された。 また、
この抑制作用は EDTA により消失した。 これらのことは、前処理時に細胞表
層に聞く吸着した Ca2+ だけで polygodial の漏出作用を抑制し得るというこ
-43 -
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とを示しているように思われた。
miconazoleによって誘導される細胞膜障害は Mg2+および Ca2+ によって抑
制されることは前に述べたとおりである。 その抑制効果の機構はそれらのイ
オンが miconazoleの細胞膜への結合を阻害するためであると報告されている。
3 9 ) そこで、 polygodial の細胞膜における結合あるいは透過におよぼす
Ca 2 +の影響を Fi g. 10の実験の方法に準じて調べてみた。 すなわち、菌体
を polygodial および Ca2+ とともに 250Cで振塗しながら 30分間インキュべイ
トして前処理を行い、 B-buffer洗浄した後、同緩衝液に再懸濁した。 この懸
濁液に終濃度 10mMの EDTA を添加し、再びインキュベイトした。 その一部
を経時的にサンプリングし、漏出量を測定した。
Fig. 11 に示したように、菌体を緩衝液に再懸濁しただけではほとんど漏出
は起こらないが、 EDTA を添加すると、速やかに漏出が認められた。 この結果
は30分間の前処理の聞に polygodial が細胞内に侵入あるいは細胞膜に結合し
たことを示しており、 Ca2+ は polygodial の細胞膜における結合あるいは透過
を阻害しないことが明らかになった。
3、 Ca2+ 効果におよぼす tetracaineおよび verapamil の影響
局所麻酔剤として知られている tetracaine89)は脂質二重層に作用し、 Ca2+
の生体膜や人工膜への結合を阻害することが知られている。 9目、 91 ) すなわち、
tetracaineは、 EDTA とは異なって、 Ca2 +とは直接反応せず、細胞膜上に
-45 -
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Ca
2 
+と同ーの結合部位を持ち、 その部位で括抗的に Ca2 +と置き換わるといわ
れている.92、93) そこで、 Ca2+ の漏出抑制作用におよぼす tetracaineの影
響を調べた。 Table 6の実験の方法に準じて調製した 5.cerevi s i aeの洗浄
菌体を 10mMの Ca2+ を含む B-bufferに懸濁し、 250Cで10分間インキュベイ
トした後、 B-bufferで l回遠心洗浄した。 その菌体を 10μg/ml の
polygodial および 1mMの tetracaine を含む B-bufferに再懸濁し、 250Cで
振塗しながら 2時間イン守ユペイトした後、漏出量を調べた。
Table 7に示したように、 Ca2+ で前処理された細胞においては、 Fig. 10の
結果と同様、 polygodial は漏出を誘起しなかった。 また、 tetracaine単独
でも、漏出はごくわずかであったが、 polygodial と tetracaine とを組み合わ
せると、漏出は著しく惹起された。 つまり、 tetracaineは Ca2+ の漏出抑制
作用を打ち消すことがわかった。 すでに、 tetracaineの細胞膜上の結合部位
はリン脂質であることが知られているので、 9目、 92、93)Ca2+ は膜リン脂質に結合
して、 polygodialの膜破壊作用に対して保護効果を発揮していることが示唆さ
れた。 さらに、 tetracaineが膜リン脂質に結合した状態においても
polygodial の作用は抑制されないことは、 Ca2+ と polygodial の細胞膜にお
ける作用点が異なっていること示しているように思われた。
これまでに得られた実験結果から、 Ca2 +は細胞表層に結合して漏出抑制作用
を発揮すると考えられる。 しかし、外から加えられた Ca2+ は細胞内部にお
いても漏出抑制にかかわる作用を発揮するかどうかはわからない。 そこで、
Ca 2 +の細胞内部への透過を阻害する代表的な Ca2+ channel brocker、である
-47 -
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Tab1e 7. Effects of Po1ygodia1 and Tetracaine on Leakage of 
Ce11u1ar Constituents from S. cerevisiae Ce11s Preincubated 
w i th Ca 2 -+
Ce11s were incubated with 10 mM Ca2+ for 10 mln， washed with 
buffer solution and incubated with 1 mM tetracaine and 10μg/m1 
po1ygodia1 for 2 hr. 
Compounds 
Pheno1-su1furic acid-
Positive substances 
(O.D. at 480 nm) 
、 、 ， ?
??????
??
??????
?
?
?
Po1ygodia1 
O. 028 
O. 048 
O. 136 
1. 059 
O. 020 
O. 046 
O. 104 
O. 463 
None 
Tetracaine 
Po1ygodia1 + Tetracaine 
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verapami194)は Ca2+ の漏出抑制作用に対してどのような影響をおよぼすかに
ついて調べてみることにした。 実験方法は Table6に準じた。
結果は Table8に示した。 O.1 mMの verapami1は単独の場合でも、ある
いは、 10μg/ml の polygodial と組合せた場合でも細胞質成分の漏出にはほと
んど影響を与えなかった。 また、 verapamil は 1mMの Ca2+ の漏出抑制作用
に対してもほとんど影響をおよぼさなかった。 この結果はCa2+が細胞表層に
おいてその作用を発揮していることを積極的に支持しているように思われた。
-49 -
c.n 
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Table 8. Effects of Ca2+ and Verapamll of Polygodial-induced Leakage 
of Cellular Constituents from S. cerevisiae Cells 
Compounds 
None 
1 mM Ca2 + 
0.1 mM Verapamil 
Ca2+ + Verapamil 
10μg/ml Polygodial 
Polygodial + Ca2+ 
Polygodial + Verapamill 
Polygodial + Ca2 十 + Verapamil 
Phenol-sulfuric acld-
positive substances 
(0. D. at 480 nm) 
O. 026 
O. 024 
O. 024 
O. 023 
O. 634 
O. 058 
O. 634 
O. 064 
UV-absorbing 
materials 
(0. D. at 260 nm) 
O. 056 
O. 067 
O. 052 
O. 061 
O. 302 
O. 054 
O. 291 
O. 047 
出に影響をおよぼさなかった。 しかし、 Sr2+および 8a2+ には、 Ca2+ ほど
気写 2 宣行 イオーン言秀走己主主本目づケ寓住 αコ巴司 ξ子
1、種々二価陽イオンの効果
Ca
2
+ で認められたような polygodial による細胞質成分の漏出を抑制する作
用が他の二価陽イオンによっても認められるかどうかについて調べることにし
た。 すなわち、 Table6の実験の方法に準じて調製した 10μg/ml の
polygodial を含む 5.cerevi Si aeの菌体懸濁液に Mg2+、 Ca2+、 Sr2+および
8a
2 
+をそれぞれ 1mMの濃度で添加し、 250Cで振塗しながら 2時間インキュべ
イトした後、細胞内成分の漏出量を測定し先。
Table 9に示したように、 いずれの二価陽イオンも単独では細胞質成分の漏
強くはないが、 polygodial の漏出誘起作用を明らかに抑制することが認められ、
漏出抑制作用は Ca2+ だけに特異的ではないことが明らかになった。
2、 Ca2+ 効果におよぼすpHの影響
次に、 Ca2+ の漏出抑制作用におよぼす pHの影響を Table6の実験の方法
に準じて調べた。 ただし、菌体懸濁液の調製には、 pH1. 8および 3.0の場
合は印刷グリシン一塩酸緩衝液、 pH4.5および 6.0の場合は S-buffer、
pH 7.5の場合は 8-bufferを用いた。
?『
?
??
?
10μg/ml Polygodial 
Polygodial + Mg2+ 
Polygodial + Ca2+ 
Polygodial + Sr2+ 
Polygodial + Ba2+ 
O. 441 
0.446 
O. 043 
0.074 
O. 122 
Table 9. Effects of Several Divalent Cations on Polygodial 
induced Leakage of Cellular Constituents from 
S. cerevisiae Cells 
Compounds 
Phenol-sulfuric acidー
Positive substances 
(0. D. at 480 nm) 
UV-absorbing 
materials 
(0. D. at 260 nm) 
1 mM Ba 2 + 
O. 021 
O. 024 
O. 020 
O. 020 
O. 021 
O. 805 
O. 814 
O. 063 
O. 132 
O. 223 
O. 031 
O. 040 
O. 042 
O. 040 
O. 039 
None 
1 mM Mg2 + 
1 mM Ca 2 + 
1 mM Sr2+ 
?
??
?
相互作用に依存していることを示しているのかもしれない。 すなわち、 Ca2+
Fig. 12から明らかなように、実験を行なった全ての pHにおいて
polygodial による漏出誘起が観察され、 pH7.5、 6.0および 4.5において、
その漏出は 1mMの Ca2+ によってほぼ完全に抑制された。 しかし、 pH3. 0 
および1.8においてはそのような効果は認められなかった。 なお、 pH1. 8 
においては polygodial無処理細胞からも漏出が認められたが、 これは非生理
的な pHに原因するものであると思われた。 このように、酸性条件下におい
て Ca2 +の効果が消失するという結果は、 Ca2 +の細胞膜への結合が電気化学的
の結合部位の負電荷が w によって中和され、 Ca2+ との相互作用が弱まること
を意味しているのかもしれない。
3、主主旦l株におけるこ価陽イオンの効果
本章で述べてきた二価陽イオンによる漏出抑制効果の特徴、すなわち、 この
効果は EDTAや tetracainの添加によって消失し、酸性条件下では認められず、
C a 2+、 Sr2+ および 8a2+ には認められるが、ト192+には認められないといった
特徴は、人工膜の研究において知られているイオン誘起型相分離の特徴に非常
によく一致しているように思われる .95、96) イオン誘起型相分離というのは、
Fig. 13に示したように、 Ca2+ などの二価陽イオンと人工膜中に存在する PS
のイオン化したカルボキシル基との聞の相互作用により、膜内に分散している
多数の PS分子が凝集する現象のことである。 97、98) 
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+:02+ I I-C~2+ 
F ig. 13. Schemati c Drawing of the Ca2 + -induced Latera1 
Phase Separations in PS-PC Binary Membrane. 
Solid phase: Ca2+-chelated PS aggregates in patches 
of various sizes. Fluid phase: mostly PC. 
?? ?
そこで、二価陽イオンによる polygodial の漏出誘起作用の抑制とイオン誘
起型相分離の関係を明らかにするため、 PSに注目して実験を進めることにした0
5.c erev i Si aeにおけるリン脂質組成は PC46.4%、 PE14.9%、 PI 12.7%、
P S 9.5 %、 cardiolipin7.5%、 phosphatidicacid 1. 6%、 phosphatidy!
g!ycero! 1.6%、 その他 5.8%と報告されている。 99) これらのリン脂質は
Fig. 14に示された経路によって生合成され、 1日目 、101) PCおよび PEは2つの
経路、 すなわち、坐旦旦主旦合成系および Kennedy経路を通じての生合成が可能
である。 しかし、 CDP-diglyceride と ser i neから PS を合成する酵素(PS 
synthase102~1 日 4 ) )を欠損した酵母(.s cerev i s i ae における PSsynthaseの
構造遺伝子 CH立iは第 5染色体の右腕盟A3の近傍に存在していることが知ら
れている 105) )は ethanolamine または cho!ineに対して要求性を示し、 これ
らを与えると生育可能になるが、その細胞中には PS を保持していないことが
知られている .98、10 6 ) そのようなPSを持たない酵母細胞における
po!ygodia! の漏出作用および二価陽イオンの抑制効果について、 Tab!e6の実
験の方法に準じて検討を加えた。 なお、 この実験に用いた PSsynthase欠損
酵母 S.cerevi s i ae SRD 3-38 (辿叫株〉および対照に用いた同じ子嚢由来の
PS synthaseを保有する SRD3-37 (出立i株〉は埼玉大学理学部の太田氏より分
譲してもらった株である。 この也01 株は遺伝子分断によって調製された
PS synthase完全欠損株であり、脂質分析の結果、全く PS を保有していない
ことが確かめられている。 1日7) 両株を O.1 %の ethano!amine を含む H培地
にて25.Cで48時間通気撹枠培養し、 Tab!e6の実験の方法に準じて菌体懸濁液
-56 
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Fig. 14. Biosynthesis of Yeast Phosphol ipids. 
を調製した。 これに、 1 mMの種々二価陽イオンおよび10μg/mlのpolygodial
を添加し、 300Cで 2時間インキュペイトした後、漏出量を測定した。
Table 10および 11から明らかなように、両株とも polygodial に対し感受
性を示し、細胞質成分の著しい漏出が認められた。 また、 CH立i株においては、
IFO 0203株と同じように、二価陽イオンによる漏出抑制が認められた。一方、
旦h旦i株では二価陽イオンの抑制効果はほとんど認められなつかた。 従って、
細胞膜の PSは polygodial の作用点そのものではないが、二価陽イオンによ
る漏出抑制には必要不可欠であるとみなされ、細胞膜破壊の保護にはイオン誘
起型相分離が密接に関与していると推察された。
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Table 10. Effects of Polygodia1 and Several Divalent Cations on 
Leakage of Cellu1ar Constituents from Cells of 
s. cerevi siae SRD 3-37 and SRD 3-38. 1 
Phenol-sulfuric acid-positive substances 
(0. D. at 480 nm) 
Polygodial 
Strains Cationsa) 
(μg/ml) 
None Mg2 + Ca2 + Sr2+ 8a2+ 
SRD 3-37 
(CHOl ) 
。 o. 016 0.014 o. 016 0.021 o. 016 
10 o. 229 o. 246 o. 078 o. 091 O. 060 
SRD 3-38 
( chol) 
。 O. 013 O. 024 0.014 O. 013 O. 011 
10 O. 353 0.421 O. 250 0.315 O. 332 
a) 1 mM. 
?????
Table 11. Effects of Polygodial and Several Divalent Cations on 
Leakage of Cellular Constituents from Cells of 
Strains 
SRD 3-37 
(CHOl ) 
SRD 3-38 
( chol) 
a ) 1 mM. 
s. cerevisiae SRD 3-37 and SRD 3-38. I 
Polygodial 
(μg/ml) 
。
10 
。
10 
UV-absorbing materials (O.D. at 260 印 n)
None 
o. 022 
o. 098 
O. 016 
O. 133 
Mg2+ 
o. 021 
O. 100 
O. 012 
O. 131 
-60 -
Cations a) 
Ca2+ 
0.019 
o. 054 
O. 011 
O. 098 
Sr2+ 
o. 024 
o. 052 
O. 013 
O. 108 
Ba2 + 
0.019 
o. 055 
0.013 
O. 112 
気写 3 貨行 C a 2+ 主主力身さの手寺系売 f主主と芸1~三手寺おを f主主
1、細胞膜保護効果と殺菌保護効果
polygodial の酵母細胞膜破壊作用は Ca2+ などの二価陽イオンによって抑制
されるということは、それらの二価陽イオンは polygodial の抗真菌作用を抑
制すると推定される。 そのことを液体培地希釈法 28)を用いて確かめることに
した。 試験菌には 2.cere v i s i aeIFO 0203株を用い、 Table1の実験に準
じて、 1 mMの種々二価陽イオンを含む試験培地における polygodial の MIC
を求めた。
結果は Table12に示した。
には全く影響を与えなかった。
意外なことに、 いずれの二価陽イオンも MIC
このことは polygodial の細胞膜障害作用と
抗真菌作用との聞には必ずしも直接の関係はないということを示しているのか
も知れない。
その点についてもっと詳しく検討を加えるため、単なる抗真菌作用ではなく、
polygodial の殺菌作用の発現過程におよぼす Ca2 +の影響について調べた。
S. cerev i Si ae IFO 0203株を H培地にて250Cで24時間振塗培養し、得られた
菌体を 0.9%NaCl で 2回洗浄した後、 5X105 CFU/ml になるように
S-bufferに再懸濁した。 この菌体懸濁液に MIC前後の (0.5"-'2.0μg/ml)
の polygodial および 1mM C a 2 +を添加し、 250Cで振漫しながらインキュペイ
トを行い、経時的にその一部をサンプリングして生菌数を Fi g. 2の実験の方
一 61
Table 12. Effects of Several Divalent Cations 
on Antifungal Activity of Polygodial against 
s. cerevisiae IFO 0203 
Cat ions a) 
None 
Mg2 + 
Ca2+ 
Sr2+ 
Ba2+ 
a ) 1 mM. 
MIC of polygodial 
(μg/ml) 
一 62-
o. 78 
O. 78 
O. 78 
O. 78 
O. 78 
• 
法に準じて測定した。
Fig. 15から明らかなように、 polygodial による生菌数の減少はわずか30分
間のインキュペイトで認められたが、期待したとおり、 この作用は Ca2+ が共
存する場合にはほとんど認められなかった。 すなわち、 Ca2+は polygodial
の細胞膜破壊作用に対する保護効果と同じように殺菌作用に対しても保護効果
を持つことが明らかになった。 つまり、 この結果は polygodial の抗真菌作
用は細胞膜障害を通じて発現するという推察を支持しているように思われた。
しかし、 2時間のインキュペイトでは Ca2+ が共存する場合でも polygodial
による生菌数の減少が認められた。 Ca2+ は polygodial の細胞内への進入を
阻止しないことから、 これらの結果は Ca2+ によって細胞膜が保護されている
条件下でも、 polygodial はインキュペイション時間の経過とともに細胞内に
入り込み、 ミトコンドリア、液胞、核などの細胞内の膜構造体を破壊しつつ、
徐々に殺菌作用を発揮してくるということを意味しているのかもしれない。
2、細胞内の膜構造体におよぼす Ca2+ の影響
上の推察が正しいかどうかを確かめるために、 Ca2+ および polygodial で処
理した S. cerev i Si ae IFO 0203株を電子顕微鏡下において観察することにし
た。 Fig. 15の実験の方法に準じて調製した酵母細胞の懸濁液に Ca2 +およ
び polygodial をそれぞれ 1mMおよび 2μg/ml の濃度になるように添加し、
25
0
Cで振塗しながら 2時間インキュベイトした後、 Fi g. 6の実験の方法に準じ
一63-
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??〉
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Activity 
(μg/ml) 
Fungicidal 
Polygodia1 
on Ca2+ of Effects 15. Fig. 
0203. IFO cereV~Slae S. against Polygodial of 
Ca2+. mM 1 + polygodial 
64 ー
.， polygodial;0， 
Ca 2 +は実際に細胞膜を保護していることが確認された。 一方、細胞膜以外の
て電子顕微鏡観察に供する切片を調製した。
Fig. 16から明らかなように、対照の無処理細胞および、 Ca2+ 単独で処理さ
れた細胞においては細胞膜をはじめ核、液胞、 ミトコンドリアなどの種々膜構
造体が鮮明に認められた。 しかし、 polygodial 単独処理細胞ではこれらの膜
構造体の崩壊像が観察され、 Fi g. 6の実験結果が再現された。 また、
polygodial および Ca2+ 共存下で処理された細胞では予期した通り、細胞膜に
おいては崩壊像は認められず、 polygodial によって引き起される破壊から
膜構造体については、 polygodial 単独処理細胞の場合と同じように、破壊され
ていることが観察された。 従って、 Ca2 +の保護効果は細胞膜だけに有効であ
り、 Ca2+ 存在下においても認められる polygodial の抗真菌作用の原因は細胞
内部の膜構造体の破壊にあると思われた。
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ヰ丈童書!:o_コ三宅手筈苓
polygodial の細胞質成分の漏出誘起作用に対する Ca2+ などの二価陽イオン
の抑制作用は細胞膜中に PS を保持する酵母においては認められたが、 PSを保
持しない突然変異株においては認められなかった。 この結果から、二価陽イ
オンと PS との相互作用によって生じるイオン誘起型相分離が細胞質成分の漏
出抑制効果に深く関与していることが明らかになった。 イオン誘起型相分離
は人工膜において見出され、主に物理化学の研究対象になっているが、 95-98)生
体膜においても Ca2+ 依存性の膜の不安定化によって生じると考えられるいく
つかの生理的現象、 たとえば、神経細胞の興奮、種々細胞の融合や接着などに
関与するのではないかと予測されている .1Br111) 今回の実験により、 イオン
誘起型相分離は細胞膜においてもほぼ間違いなく生じており、重要な生理機能
を担っているとの確証が得られた。 すなわち、従来は生体膜構造を不安定に
すると考えられていたイオン誘起型相分離は細胞膜の破壊からの保護といった
安定化に寄与する場合のあることが認められた。
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細胞の内外を仕切る細胞膜の重要な機能の一つは、細胞にとって必要な物質
を取り込むことであり、不都合な物質の侵入を阻止することである。 前者の
取り込み機構については詳細が研究されているが、後者の透過障壁の問題には
ほとんど手がつけられていない。 一般に、前核細胞よりも真核細胞の方が物
質特異的な透過障壁機能は発達しており、 11 2 )そのことが細菌に比べ真菌に効く
抗生物質が発見され難い一因と考えられている。
第 1章および第 2章を通じて述べてきたように、 polygodial は酵母細胞膜の
構造を電子顕微鏡下でも認められるほどに破壊する。 本章では、抗真菌作用
を示さないほどに薄めた場合でも、 polygodial は真菌細胞膜の透過障壁に作用
をおよぼすのかどうかについて調べた。 すなわち、そのような作用は本来は
非透過性のために効かない阻害剤の細胞内への透過を可能にし、有効化するの
ではないかと期待し、検討を加えることにした。
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芸高 1 宣行 r i f a m p i c i nヰo .J二てF、 ac t i n 0 m y c i n 
Dとのイタ千用効果
1、酵母細胞の増殖におよぼす作用
rifampicinおよび actinomycinDは細菌に特異的に有効な抗生物質として
知られており、両者ともその RNAの生合成姐害を通して抗菌作用を発現する。
4 5 ) それれらの分子レベルでの作用機構については、 rifampicinの場合は
RNA polymeraseに直接結合してその作用を阻害し、 llrl15)actinomycinDの
場合は二本鎖 DNAに結合して RNApolymeraseの DNA上の移動を妨げること
により RNA合成を阻害するといわれている .11r118) RNAの生合成の阻害は
いかなる細胞においても致命的意味を持ち、 しかも、それら抗生物質のそれぞ
れの作用点は機構上で原核細胞と真核細胞の聞にほとんど差のない部位と考え
られている。 従って、両者は抗真菌活性を発揮しでも不思議ではないように
思われる。 実際、 rifampicinおよび actinomycinDは真菌の細胞レベルで
のRNA合成を阻害しないが、 cel卜free系における RNA合成は阻害することが
報告されており、 1自1)両者が抗真菌作用を示さないのは真菌細胞膜を透過できな
いことに原因すると考えられている。 そこで、 rifampicinおよび
actinomycin Dを真菌細胞膜非透過性無効阻害剤とみなし、 これらの物質の抗
真菌活性の発現を指標にしてpolygodialの真菌細胞膜透過障壁機能におよぼす
影響について検討することにした。 すなわち、 S.cerevi Si ae IFO 0203株の
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増殖におよぼす rifampicinあるいは actinomycin0の影響を、抗真菌作用を
示さないきわめて薄い濃度の polygodial の存在下において調べた。
Table 1の実験の方法に準じて抗菌試験を行ない、培養48時間後の生育量を
660 nmにおける吸光度で測定した。
結果は Fig. 17に示した。 polygodial非存在下において rifampicinは
100μg/ml という高濃度でも酵母の生育に全く影響を与えなかった。 また、
0.39μg/ m 1 (M 1 Cの 1/2の濃度に相当〉の polygodial はほとんど生育を阻害
しなかった。 しかし、 これらの濃度の rifampicin と polygodial とを併用
すると、酵母の生育はほぼ完全に抑制された。 一方、 actinomycin0は 100
μg/ml の高濃度においては単独でも酵母の生育を阻害したが、 O.10μg/ml 
(M 1 Cの 1/8の濃度に相当)および 0.39μg/ml の polygodial が共存すると、
それぞれ 50および 12.5μg/ml というより低濃度で完全な生育阻害を示すよ
うになることがわかった。
2、 RNA生合成におよぼす影響
polygodial 共存下におけて酵母細胞に対して発揮される rifampicinおよび
actinomycin 0の生育阻害作用が RNAの生合成阻害に起因しているのか否かを
明らかにするため、細胞レベルでの RNA合成におよぼすこれら抗生物質の併用
効果について調べることにした。 S.cerev i Si ae細胞における RNAの生合成
活性は Fi g. 3の実験の方法に準じて測定し、 [2_14 C Juraci 1の TCA不溶画
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分への取り込み量で表した。
結果は Fig. 18に示した。 どの抗生物質も添加しなかった細胞においては
RNAの生合成量は時間経過とともにほぼ直線的に増加した。 また、 O.39 
μg/ml の polygodial、 100μg/ml の rifampicinあるいは 12.5μg/ml の
actinomycin 0はそれぞれ単独ではRNAの生合成活性に対してほとんど影響を与
えなかった。 しかし、 それらの濃度の polygodial と rifampicin を組み合
わせると、 あるいは polygodial と actinomycin0を組み合わせると、 RNAの
生合成は著しく阻害された。 これらの結果は、 polygodial はきわめて薄い濃
度でも酵母の細胞膜透過障壁機能を低下させ、本来は酵母細胞膜を透過できな
い rifampicinや actinomycin0などの物質の細胞内への透過を可能にし、 そ
の生理活性を発揮させ得たことが示唆された。
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第 2 節 ma e s a n i との併用効果
1、真菌細胞の増殖におよぼす影響
前節において、 polygodial は種々の真菌細胞膜非透過性無効阻害剤を有効化
する可能性を持つことが示された。 そこで、 polygodial と併用された時には
じめて抗真菌作用を示すようになる物質を幅広く検索した。 本節では、その
検索研究において見いだされた maesani nという物質の抗真菌作用について詳
しく述べる。 なお、 maesani nはアフリカに分布する薬用植物の一種 Maesa
l anceolata (ト1yrsinaceae)の果実より単離された抗細菌性物質で、 Fig. 19の
様な構造を持つベンゾキノンである .12i121)
まず、 polygodial存在下における種々真菌類に対する maesani nの抗菌活性
について調べた。 すなわち、各試験菌に対する MICの 1/2に相当する
polygodial の存在下において、 maesan i nの MICを Table1の実験の方法に
準じて求めた。
Table 13より明らかなように、 polygodial が培地中に存在しない場合、
maes an i nはすべての試験菌に対して無効で、その MICは 400μg/ml 以上であ
った。 一方、 polygodial が共存すると、 maesani nは有効になり、糸状菌に
対して 100"'-'400μg/ml という値を示した。 興味深いことに、実験に用いた
4種類の酵母のうち、 C主旦且i豆旦旦主上ιsATCC 42402のみが maesani nに対して
高い感受性を示し、その MICは 25μg/ml であった。 しかし、 それ以外に酵母
一74-
OH 
Fig. 19. Structure of Maesanin. 
???
』
-:J 
(T.l 
Table 13. Antifungal ACGivity of Maesanin with and without Polygodial 
Fungi tested 
Saccharomyces cerevisiae IFO 0203 
Schizosaccharomyces pombe IFO 0342 
Hansenula anomala IFO 0136 
Candida utilis ATCC 42402 
Mucor mucedo IFO 7684 
Rhizopus chinensis IFO 4745 
Aspergillus niger ATCC 6275 
Penicillium chrysogenum IFO 4626 
MIC of maesanin (μg/ml) 
Without 
polygodial 
)400 
)400 
)400 
)400 
)400 
)400 
)400 
)400 
With 
polygodial a) 
)400 
)400 
)400 
25 
100 
100 
200 
400 
d ) Equivalent to 1/2 MIC o[ polygodial againsG each fungus. 
Polygodial a) 
(μg/ml) 
0.39 
3. 13 
0.78 
0.78 
3. 13 
6. 25 
12. 5 
12. 5 
S. cerevisiae 1 FO 0203、 Shizosaccharomycee. 2.旦h豆 IFO0342および
Hansenula anomal a IFO 0136は非感受性であった。
そこで次に、 polygodial存在下での 5.cerevi Si aeおよび ι旦主i1 i sの生
育におよぼす maesani nの効果をさらにを詳しく比較検討することにした。
すなわち、 これら酵母を MT培地において、 250Cで12時間振塗培養を行い、種
菌とした。 これを maesan i nおよび polygodial を MT培地 2m 1に 1X 106 
CFU/ml になるよう接種し、 250Cで振塗培養を行った。 18時間後に培養液の
660 nmにおける吸光度を測定し、酵母の生育量を求めた。
結果は Fig. 20に示した。 MICの 1/2および 1/4に相当する
polygodial は培養 18時間では単独の場合でも両酵母の生育をある程度阻害した。
なお、 Fi g. 2の実験においても、低濃度の polygodial は添加直後に 一過性の
生育抑制を引き起こすことが明らかにされており、培養を続けるとこの抑制は
次第に認められなくなるものと思われる。 E.ce re v i s i aeに対しては
polygodial の存在の有無にかかわらず maesa n i nの効果はほとんど認められな
かった。 一方、 C. u t斗与に対しても maesan i n単独では効力を示さなかっ
たが、 MICの 1/4に相当する O.39μg/ml の polygodial と併用すると、 25
μg/ml 以上の濃度の maesani nはかなりの生育阻害作用を示した。 さらに、
MICの 1/2に相当する O.78μg/ml の polygodial と 25μg/ml の maesanln 
を組み合わせると生育は完全に阻害され、 Table12の結果に再現性のあること
が確認された。
Table 13および Fig. 20の実験に用いた MT培地の主な炭素源は maltose
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Polygodial with Combination ln Maesanin of 
Effects 20. Fig. 
on 
utilis. c. and cereV1Slae s. of Growth 
pOlygodial; μg/ml o. 20 with @， Po]ygodial; without 0， 
polygodial. μg/ml o. 78 with .， polygodial;μg/ml O. 39 with ⑨， 
であり、 polygodial 共存下で maesani nに非感受性であった s.cereVlSlae 
をはじめとする 3株の酵母はこの糖を好気的にも嫌気的にも利用することがで
きる .122} 一方、感受性を示した 2・旦主斗iEはこの糖を好気的には利用でき
るが、嫌気的には代謝できないと報告されている。 12 3 ) この事実と好気性菌で
ある糸状菌もある程度の感受性を示した事実とを考え合わせると、 maesani nの
作用は好気的な代謝何らかの関係があるものと思われる。
2、呼吸機能におよぼす影響
そこで、 2・弘主i1 i sの呼吸機能におよぼす polygodial および maesani nの
影響について調べた。 2・旦主i1 i sをH培地 (pH6.0) において 250Cで 12時
問振塗培養し、得られた菌体を 0.9% NaCl で l回遠心洗浄した後、 1 % 
glucoseを含む P-buffer(pH 6.0) に 3X106 CFU/ml になるように懸濁した。
この菌体懸濁液を 250Cで 10分間インキュベイトした後、 25μg/ml の
maes an i nおよび O.78μg/ml の polygodial を添加した。 その後も引き続い
てインキュベイトし、 10分間隔でその菌体懸濁液の一部をサンプリングした。
このようにして処理された酵母細胞における酸素消費活性を Fi g. 4の実験の
方法に準じて測定した。
F i g. 21 に示したように、 maesani nは単独では C. ut i斗豆の細胞レベルで
の呼吸活性にまったく影響をおよぼさなかった。 他方、 polygodial はわずか
に呼吸活性を増加させる傾向を示し、 s.cerevisiae を用いた Fi g. 4の実験
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の結果とほぼ同じ結果が 2・旦主上斗豆においても認められた。 しかし、 それら
を共存させると、反対に、著しい呼吸阻害が観察された。 その阻害はインキ
ュペイション時間の経過とともに強くなり、 50分後に呼吸は完全に停止した。
従って、低濃度の polygodial存在下における maesani nの抗真菌作用は呼吸
阻害作用と密接な関係があるように思われた。
言うまでもなく真核細胞の呼吸はミトコンドリアにおいて営まれる。 そこ
で次に、 C・旦主斗iEから分離調製したミトコンドリアを用いて、 polygodial お
よび maesani nの呼吸活性におよぼす影響について検討することにした。
2・旦主上斗2 を YPG培地124) (1 % g 1u c 0se、 0.35% yeast extract、 0.35 % 
peptone、 0.2% K2 H P04、 0.1% (NH4hS04、 O.1 % MgS04・6H20) にて 250Cで
15時開通気培養し、遠心分離した後、 1 M sucroseおよび 1mM EDTA を含む
20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4)に懸濁した。 この菌体懸濁液を直径 O.5 
mmの glassbeads とともに Tubingenセルミル中に 15分間激しく振塗し、
菌体を破砕した (glassbeads method) .125) 破砕液を鴻過した後、
5000Xgで 10分間遠心分離し、その上清をさらに 15000Xgで 15分間遠心
分離した。 得られた沈澱画分(ミトコンドリア画分)を 0.5M sucroseおよ
ぴ 0.5mM EDTA を含む 20mM Tris-HCl buffe (pH 7.4)で遠心洗浄し、再び
同じ緩衝液に懸濁した .126} このミトコンドリア懸濁液における呼吸活性は
succinate oxidaseおよび NADHoxidase活性として調べた。
succinate oxidase活性の測定は、 YanagimotoPO-100 A酸素電極を用いて
250Cで行った。 すなわち、反応セルに種々の濃度の maesani nあるいは
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polygodial を含む 200mM P-buffer CpH 7.4) 3 ml、 2 mg cytochrome cお
よびミトコンドリア懸濁液 100μlCO.66mgタンパク量相当〉を加えた。 さ
らに、 100μmoleNa2-succinate を添加し、 その直後の酸素消費速度を記録紙
上より読みとった.127) NADH ox i dase活性は種々の濃度の maesani nあるい
は polygodial を含む 150mM P-buffer CpH 7.4) 3 ml にミトコンドリア懸濁
液 100μlCO.17mgタンパク量相当)を加えた。 さらに、 O.3μmoleの
NADHを添加した後、 340nmにおける吸光度の減少速度を測定した。 12 7 ) 
Table 14に示したように、 polygodial は C. 旦ti 1 i sミトコンドリアにおけ
る succinateoxidaseおよび NADHoxidase双方の活性にはほとんど影響を与
えなかったが、 maesan i nは polygodial が存在しなくても 10-5 Mという濃度
では両活性をほとんど消失させた。
このように、 maesani nは単独では細胞レベルにおける呼吸活性を阻害するこ
とはできないが、 cell-free系における呼吸活性を阻害していることから、真
菌細胞膜非透過性無効阻害剤であると考えられた。 また、細胞膜障害性の
polygodial存在下における maesan i nの細胞レベルの呼吸阻害作用と抗真菌作
用は密接に関連していることから、 mae san i nのミトコンドリアにおける作用点
の特定を試みることにした。
3、 maesani nの作用点
ミトコンドリアでは呼吸にともなってリン酸化(酸化的リン酸化〉が進行す
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Table 14. Effects of Maesanin and Polygodial on NADH Oxidase 
and Succinate Oxidase of G utilis Mitochondria 
Compounds 
None 
Maesanin 
Polygodial 
Concentration 
(M) 
10-9 
10-8 
10-7 
10-6 
10-5 
10-7 
10-6 
Activity 
NADH oxidase 
(fj A3 40 /mg 
protein/min) 
1. 07 
O. 92 
O. 78 
O. 63 
O. 35 
O. 03 
1. 13 
1. 15 
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Succinate oxidase 
(nanomoles Oz/mg 
protein/min) 
14.4 
13.4 
9. 6 
6. 7 
5. 1 
O. 1 
14. 6 
14. 9 
る.128~131) この酸化的リン酸化の阻害剤は 3種類に大別できる。 すなわち、
antimycin Aのような電子伝達阻害剤、 DNPのような脱共役剤、および
oligomycinのようなエネルギ一転移阻害剤である。 I3 2 ) これらは、 それぞれ、
ミトコンドリアにおける種々状況下(下記の state)の呼吸のうち、特定の呼
吸に影響をおよぼし、 リン酸化を阻害することから分類される .133)
そこで、 maesan i nによる呼吸阻害のメカニズムを詳細に検討するため、分離
ミトコンドリアを用いて各 stateにおける呼吸活性と酸化的リン酸化活性にお
よぼす影響を調べた。 なお、糸状菌や酵母のミトコンドリアについては調製
に手間取るばかりでなく、得られた標品は呼吸全般に高い活性を有している場
合でも、呼吸調節率などの酸化的リン酸化の機能が低下している場合があり、
本実験に適したミトコンドリアの調製は困難をきわめる。 そこで、比較的容
易に、その上、種々の機能を損なわずに分離されうるラ、ソト肝ミトコンドリア
を用いることにした。
体重 100"-'150gの Wister系の雄ラットより肝臓を摘出し、 Schneider ら
の方法 I3 4 )に準じてミトコンドリアを調製した。 すなわち、肝臓を O. 25 M 
sucrose および 0.1 mM EDTAの混合液中でホモゲネートし、常法の分別遠心
法により得られたミトコンドリア画分を上と同じ溶液で 1回遠心洗浄し、
0.07 M sucrose、 0.21M mannitolおよび 1mM EDTA溶液に懸濁した。 酸化
的リン酸化活性の測定は YanagimotoPO 100-A酸素電極を用いて 25.Cで行い、
各 stateの酸素消費速度を記録紙上から読みとった。 I3 5 ) すなわち、反応セ
ルに種々濃度の mae san in、 250mM sucrose、 10mM K2 HP04、 10 mM KCl、
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2 mM MgCl2・6H20および 0.2mM EDTAを含む 10mM Tris-HCl buffer 
(pH 7.4) 3ml:を注入し、 これに 3mgタンパク量相当のミトコンドリア懸濁液
100μl を加えて混合し、測定を開始した Cstate1 :ミトコンドリアの内部呼
吸〉。 次に、 0.2M succinate または α-ketoglutarate30μl を加えた
(state 2 :呼吸基質存在下の呼吸〉。 次に、 10 mM ADP 30μl を加えた
Cstate 3 : ADP存在下でのリン酸化と共役した活動呼吸、 state4 : ADPの
すべてが ATPにリン酸化された後の抑制呼吸)。 最後に、1.2 mM DN P 
100μ!を加えた Cstate4U :リン酸化と電子伝達とが共役しない脱共役呼吸〉。
また、呼吸調節率 Cstate3の呼吸速度/state4の呼吸速度〉および
ADP/O比を算出した .136、137 ) なお、各測定は 5回行い、 その平均値を求めた。
結果は Table15に示した。 maes an i n無添加の場合の各実験値は高い呼吸
活性とリン酸化活性を意味している。 maes an i nは呼吸基質に αー
ketoglutarateを用いた場合は 10-5 M以上の濃度で、 succinateの場合は
10-6 M以上の濃度でいずれの stateの呼吸活性も完全に阻害した。 それよ
り低い濃度でも maesani n は state3の活動呼吸および state4Uの脱共役呼
吸を顕著に阻害したが、 state4の抑制呼吸はあまり阻害しなかった。 従っ
て、 maesani nは呼吸調節率を著しく低下させることになるが、 ADP/O比におよ
ぼす影響は小さかった。
以上の結果から、 maesan i n は state4の呼吸を促進しないので脱共役剤で
はなく、 また、 state3だけでなく state4Uの呼吸も阻害するのでエネルギ
一転移阻害剤でもないと考えられる。 これらの結果の全ては maesani nが電
???
Table 15. Effects of Maesanin on Some Energy-1inked Functions in Rat Liver Mitochondria 
Respiratory Maesanin 
Respiratory rate 
(nanoatoms O/mg protein/min) Respiratory 
State contro1 ADP/O 
substrate (M) 
3 4 4U. ) ratio 
α-Ketog1utarate 。 99.4士3.5b) 20.1士1.3b) 105.4士3.8 b) 
Succinate 。
0 
105. 7士4.1 
101. 7士4.7 
91. 3士2.8 
53. 8士4.0 
0 
0 
22. 5士1.2
22. 3士1.9
22. 3士1.8
19. 612. 4 
0 
96.1+3.1 
90. 1士4.3 
79.212.6 
24. 8士2.4 
0 
105. 7士4.5 
103. 7士3.2 
96. 2士4.9 
62. 0士2.9 
0 
4. 96 
4. 79 
4. 38 
3. 76 
1. 70 
2. 32士o.14b) 
10-9 
? ?
?
10-7 
95. 1士2.4
79. 6士4.9 
66. 1士3.4 
30. 2士4.1 
19. 8士1.1 
18. 2士1.6
17. 6士1.9
17. 8士1.5
2. 52士o.12 
2.48士o.14 
2. 53士o.17 
2. 17士o.12 
10-8 
10-6 
10-5 
10-9 
10-8 
10-7 
10-6 
4. 69 
4. 56 
4. 09 
2.74 
1. 77士o.10 
1. 70士o.17 
1. 75士o.14 
1. 67士o.08 
a ) In the presence of 2，4-dinitropheno1 at 40μM. 
b) Mean士S.E. 
子伝達鎖の阻害剤であることを示唆している。
上で述べてきたように、酵母由来に限らずラット肝由来のミトコンドリアに
おいても、 maesan i nは NADH あるいはその生成に直接かかわる呼吸基質 α-
ketoglutarate から酸素までの電子伝達鎖 CNADHoxidase)、および
succinate から酸素までの電子伝達鎖 Csuccinateoxidase) のいずれをも阻害
することがわかった。 電子伝達阻害剤、 たとえば antimycinAは
cytoch rome bから cytochrIIleE への電子伝達を阻害するように、 138) 
maes an i nの阻害作用もどこか特定の部位(作用点〉で発現しているに違いない。
その作用点を明らかにするために、 まず、 NADH あるいは succinate から
cytochrome _cまでの電子伝達、つまり、 NADH- および succinate-cytochrome
c reductase におよぼす maesani nの影響を調べた。 両活性の測定は常法通
り 550nm の吸光度変化により行なった。 139、14日} すなわち、 5mM NaN3 お
よび 2.1 mM ferricytochrome c を含む 50mM P-buffer CpH 7.4) 3 ml とミ
トコンドリア懸濁液 100μ1( 200μg タンパク量相当〉とを分光光度計のセル
内で混合し、 これに 200μMNADH あるいは 20mM Na2-succinate を添加する
ことにのより反応を開始した。 NaN3 の存在により、酸化されずに蓄積する還
元型 cytochromecの生成速度を 550nm の吸光度の増加から求めた。 なお、
反応は 300Cで行った。
Table 16 に種々濃度の maesan i n存在下における 1分間当たりの吸光度の変
化を示した。 m ae sa n i nは NADH- および succinate-cytochromec reductase 
の活性をともに、著しく阻害した。 10-6 Mでの阻害率はそれぞれ 72%および
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Table 16. Inhibition of NADH-and Succinate-Cytochrome c 
Reductase of Rat Liver Mitochondria by Maesanin 
Maesanin 
(M) 
。
10-9 
10-8 
10-7 
10-6 
Activity (dA55o/mg protein/min) 
NADH-cytochrome c 
reductase 
o. 53 
O. 52 
O. 37 
O. 27 
O. 15 
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Succinate-cytochrome c 
reductase 
1. 03 
1. 00 
0.78 
O. 35 
O. 05 
95%であった。 従って、 maesani nの作用点は CoQから cytochromeQ に至
までの電子伝達鎖にあると思われた。
次に、 succinate-dichlorophenolindophenol(DPIP) reductaseにおよぼす
maesan i nの影響について調べた。 この反応は succinateが電子供与体とな
り、 CoQの還元を経て DPIPを還元するものである。 141) なお、 DPIPは
antimycin Aの阻害部位より前の段階で電子受容体として働くことが知られて
いる。 142) 1 mt・1EDT Aおよび 0.05mM DPIPを含む 50mM P-buffer 
(pH 7.4) とミトコンドリア懸濁液 100μg/ml(200μlタンパク量相当〉とを
分光光度計のセル中で混合し、 これに 30mM Na2-succinateを添加することに
よって反応を開始した。
少から求めた。
DPIPの 300Cでの還元速度を 660nmの吸光度の減
Table 17に種々濃度の maesani n存在下における 1分間当たりの吸光度の変
化を示した。 mae san i nは succinate-DPIPreductaseの活性を著しく阻害し、
10-6 Mの濃度で約 95%の阻害率であった。
これらの実験結果の全てを総合すると、 ミトコンドリアの電子伝達鎖上にお
ける maesani nの阻害部位は CoQにきわめて近い所であると推定された。
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Table 17. Inhibition of Succinate-DPIP Reductase 
of Rat Liver Mitochondria by Maesanin 
Maesanin 
(M) 
。
10-9 
10-8 
10-7 
10-6 
Activity of succinate-DPIP reductase 
(dA600/mg protein/min) 
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o. 29 
O. 30 
O. 24 
O. 12 
O. 01 
ヰ丈茸主 o 云考察署さ
真菌の細胞膜を破壊することにより強力な抗真菌作用を発揮する
polygodial はその作用を示さないほどに薄めた場合でも真菌細胞膜の堅固な透
過障壁性を低下させ、本来は細胞膜を透過できない rifampicinや
actinomycin Dの細胞内への透過を可能にし、 その阻害作用を発揮させた。
また、 polygodial は maesani nという抗細菌性物質として単離されたべンゾキ
ノンに抗真菌作用を発揮させた。 これらの事実はpolygodialの細胞膜作用性
を巧みに利用すれば、細胞内への種々物質の透過促進を通じて、意外な物質が
予期しない生理活性を持っていることの発見につながるのかも知れない。
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系念:f舌
ドリマン型セスキテルペンジアルデヒド polygodial はきわめて強力な抗真
菌作用を示す。本研究は感受性酵母 Saccharomycescerevisiae IFO 0203にお
ける polygodial の作用点の特定、二価陽イオンによる作用抑制の機構、およ
び polygodial と他の阻害剤との併用効果に関するものである。
polygodial の S.cer ev i s i a e IFO 0203に対する抗真菌作用は静菌的では
なく、殺菌的であり、その作用には細胞質成分の細胞外への漏出が伴われた。
その細胞を電子顕微鏡下で観察すると、細胞膜の崩壊像が認められた。 これら
の事実から、 polygodial の第一次作用点は細胞膜であり、その障壁機能を破壊
することによって抗真菌作用が発現すると推察された。
興味深いことに、上記のような polygodial の真菌細胞膜障害作用は Mg2+
には影響されないが、 Ca2+，8a2+および Sr2+によって抑制されることが見
出された。 また、そのようなこ価陽イオンの抑制効果は酸性条件下では認め
られなかった。 これらの事実は人工膜において知られているこ価陽イオンに
よる相分離(イオン誘起型相分離〉の現象とよく一致する。そこで、 この現象
の担い手とされている phosphatidyl serine (PS)について、 これを細胞膜に
有する S. cerev i Si aeの一株 (CH旦i株〉と、 これを有さないその変異株
(也旦l株〉における効果が比較された。 その結果、 polygodial の細胞膜障
害作用は両株において認められ、そ の作用は CHOl株においては二価陽イオン
により抑制されたが、住旦i株においては抑制されなかった。従って、細胞膜の
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PSは二価陽イオンの抑制効果の発揮に必要不可欠であり、 イオン誘起型相分離
は人工膜のみならず生体膜においても生じ、 pol日 odial による細胞膜構造の破
壊から保護する役割を演じると推察された。
S.cerev i s i ae IFO 0203は抗真菌作用を示さないきわめて薄い濃度の
polygodial存在下において、細菌に特異的に有効な抗生物質で、その RNA合
成を阻害する rifampicinおよび actinomycin0に対して著しい感受性を示す
ことが見出された。 すなわち、 これらの抗生物質は単独では酵母に無効であ
るが、 polygodial と併用されると、 その生育および RNA合成を阻害した。
また、べンゾキノン maesan i neは polygodial との併用により呼吸型酵母
Candida旦主斗isATCC 42402の生育を阻害し、 それ単独では細胞レベルの呼吸
には影響をおよぼさなかったが、同酵母より分離されたミトコンドリアにおけ
る電子伝達を強く阻害した。 これらの事実は polygodial は低い濃度でも酵
母細胞膜の透過性を変化させることを示唆している。 従って、 polygodial は
無細胞系では効くが、細胞の外からでは効かないという阻害剤を有効化しうる
真菌細胞膜障害性の生理活性物質であるとみなされた。
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